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Utilizacao do espermatodcrito para estimar a
concentracao espermatica no sémen da piabanha

(Brycon insignis)
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi verificar a viabilidade da utilizacdo do
espermatoctito para estimar a concentracao espermatica do sémen de

Palavras-chave:
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Piabanha.

piabanha. Os exemplares (n=29) de piabanha Brycon insignis foram
hipofisados, sendo posteriormente realizada a coleta de sémen. O
espermatécrito foi determinado utilizando-se micro-centrifuga de
tubos capilares. A concentragio espermatica foi verificada por contagem
em camara de Neubauer, apés diluicao. A concentracdo espermatica
verificada (médiatdesvio padriao) foi de 24,38 + 3,84 x 10°
espermatozéides / mL, e o espermatdctito foi de 16,1415,20 %. A
equagio de regressdo: ¥ = 14,01.10° + 0,6428.10° X foi significativa
(P<0,01) e apresentou R? ajustado = 0,75. Deste modo, é possivel
estimar a concentragao através da determinagao do espermatdctito.

Introducao

A piabanha Brycon insignis é uma
espécie de peixe considerada ameagada de
extin¢do' e encontrada, naturalmente, apenas
na bacia do rio Paraiba do Sul aonde a
populagio vem diminuindo rapidamente em
funcio de agbes antropogénicas. Estudos a
respeito da biologia reprodutiva e o
desenvolvimento de métodos de desova
artificial tem se intensificado nos ultimos
anos.?

Assim, a determinacio da
concentragado espermadtica constitui
importante passo para a otimizac¢do do
sémen em processos de desova induzida,
evitando-se utilizacio de mais de 314.481
espermatozoéides por ovocito, considerada
a proporc¢ao Otima de gametas para a
piabanha, acima da qual ndo ocorreriam
aumentos no percentual de fertilizacao.”

Dentre as varias espécies de peixe
existentes no pafs, algumas ja foram
estudadas quanto a concentragao

espermatica, sendo relativamente alta a
variacdo intra e interespecifica. Na familia
Characidae, foram determinadas as concentracoes
espermiticas (espermatozoéides x 10° por mlL)
da prépria piabanha B. insignis* (24,4 — 25,14), do
pacu Pacu  Piaractus mesopotamicns® (31,7 —
43,15) e do dourado Salminns maxillosus® (4,3
— 10,80).

Em relacio aos métodos que
permitem a determinacdo do nimero de
espermatozoides por mL de sémen, o mais
comum ¢ a contagem em camara
hematimétrica de Neubauer. Este
procedimento foi utilizado por diversos
autores no Brasil#¢ 8X0ILIZ1 ¢ em outros
paises!>!¢118192021 A ytilizacio da cAmara de
Neubauer, entretanto, apresenta alguns
inconvenientes, como a necessidade de
esperar a precipitacio dos espermatozoéides
e a realizacdo de altas dilui¢des, o que pode
incorrer em erros.'

Métodos alternativos tém sido propostos,
podendo-se citar a contagem na camara de
Makler™'"!% a espectrofotometria'™"® e o
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espermatoerito”™ >,

Foram  obtidas  correlacoes
significativas (P<0,0001) entre a concentragao
espermatica e o espermatoctrito, nas espécies
Oncorhynchus mykiss (R* = 95,5%), Coregonus
clupeaformis (R* = 79,1%) e Perca flavescens (R?
= 95,8%)."” De forma semelhante, a
regressao entre os parametros revelou-se
significativa (P<0,05) nas espécies Prochilodus
serofa'®, Rhamdia hilari? e Onchorynchus mykiss.
Em contraste, na espécie Scopbthalmus
maximus, nao foi obtida correlacio
significativa."”

O objetivo deste trabalho foi verificar
a viabilidade de utiliza¢ao do espermatocrito
para estimar a concentragao espermatica da
piabanha, bem como verificar a influéncia
do peso e do comprimento-padrio sobre
a concentracdo e o espermatoctito.

Material e Método

Exemplares da espécie Brycon insignis,
pertencentes a Esta¢io Experimental do
Projeto Piabanha, localizado no Municipio
de Itaocara — RJ, foram cultivados em
tanques com aproximadamente 600 m?* e
densidade de estocagem de 800g de peixe/
m? de lamina d’4dgua, recebendo racio
extrusada, a uma propor¢io de 3% do peso
vivo/dia, até atingitem maturidade sexual
com 2 ou 3 anos de idade. Os experimentos
transcorreram durante a estacio natural de
reproducao, entre os meses de outubro de
2002 e fevereiro de 2003.

Os peixes foram capturados dos
tanques externos de cultivo, sendo os machos
que apresentaram eclevado grau de
maturacdo (verténcia de sémen sob
compressao abdominal) selecionados e
transportados até o laboratério, onde foi
procedida a biometria (medicio do peso e
comprimento-padrio) dos animais. Os
exemplares utilizados apresentaram peso
médio de 229,03 g e comprimento médio
de 25,66 cm.

A seguir, procedeu-se a hipofisacio,
segundo descrito por Woynarovich e
Horvath®, utilizando-se 0,5mg de extrato
bruto pituitirio de carpa/kg PV, sendo,
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entdo, os exemplares colocados em um
tanque interno do laboratério, na presenca
de fémeas.

O sémen foi extrusado 240 horas-
graus apos a hipofisacdo, através de
massagem abdominal no sentido antero-
posterior, sendo coletado em tubos de 5 mL
para posterior analise. O poro urogenital
assim como as regides adjacentes foram
devidamente secas e limpas e as por¢des do
sémen contaminadas com sangue e/ou urina
descartadas. A contaminacgao foi verificada
observando-se uma gota de sémen ao
microscopio 6ptico, em aumento de 400x.
Amostras que apresentaram motilidade, sem
adicio de solucido ativadora, foram
descartadas.

Para determinacdo da concentracao
espermatica, as amostras seminais, coletadas
a partir de 29 exemplares de piabanha, foram
diluidas (1:1000) em 20 mL de solugdo de
formol-salina®, utilizando-se uma pipeta
automatica (0,02 mL). As amostras foram
mantidas em local fresco e sombreado,
sendo a analise realizada no dia seguinte a
coleta. A contagem foi realizada em camara
hematimétrica de Neubauer “improved” ao
microscopio com aumento de 400 vezes."
Foram contados os espermatozoéides
presentes em 5 dos 25 quadrados de
0,04mm? (volume = 0,004mm’, uma vez que
a altura é de 0,1mm). O resultado foi
convertido para concentragio, em
espermatozoides por mL, multiplicando-se
o numero de espermatozéides contados nos
5 quadrados por 5x107.

O espermatocrito foi determinado a
partir das amostras (ndo diluidas) dos
mesmos 29 exemplares de piabanha, sendo
a andlise realizada ato imediato a coleta.
Aliquotas de sémen foram coletadas em
tubos capilares de 75mm e analisadas em
micro-centrifuga portatil Bayer Diagnostics,
equipada com um rotor de tubos capilares
a 4430 g, durante 15 min, sendo o resultado
expresso em percentagem de volume
ocupado pelo precipitado em rela¢do ao
volume total.’®

A equagdo de regressio, entre os
parametros espermatdcrito X concentragao,



teve sua significincia testada pelo teste F>.
Foram avaliados, ainda, os efeitos do peso
e do comprimento-padrio sobre os
parametros concentragdo espermatica e
espermatécerito. Uma vez que os valores das
variaveis peso, comprimento-padrao,
concentracao espermatica e espermatocrito
apresentaram distribui¢do gaussiana,
conforme verificado pela aplicagio do teste
aderéncia Kolmogorov-Smirnov, foram
obtidas as médias, desvios-padrio, limites
de confianca (P<0,05) e coeficientes de
variacdo destes parametros. As analises
estatisticas foram realizadas no aplicativo
SAEG — Sistema de Anilises Estatisticas e
Genéticas.

Resultados e Discussao

Os dados individuais, médias,
medidas de dispersio (desvio-padrio,
coeficiente de vatiacio) e limites de confianca
relacionados a biometria, a concentracao
espermatica e ao espermatoctito da piabanha
podem ser observados na tabela 1.

No experimento realizado, as
concentracdes minima e maxima, em
espermatozoides (sptz) x 10° / mlL, foram
de 22,9 e 25,8, respectivamente. Esta
variacdo foi préoxima a obtida em outro
trabalho?, pesquisando também com a
piabanha* (24,4 a 25,1 sptz x 10°/mL),
porém, menor do que a verificada em
outros caracideos, como o pacu’ (31,7 2 43,1
sptz x 10°/mL) e o dourado® (4,3 — 10,8
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sptz x 10°/mL), bem como na maioria das
espécies brasileiras de agua doce®””.
Possivelmente, a variagao relativamente baixa
nas concentracoes espermaticas verificadas
neste trabalho foi em func¢io da
homogeneidade do grau de maturidade da
maioria dos exemplares, ao contrario do que
pode ter ocorrido em outras espécies. Nas
estacdes de piscicultura, é comum, durante
a selecio de reprodutores que serdo
submetidos a inducio hormonal,
encontrarem-se varios exemplares vertendo
sémen mediante massagem abdominal.
Entretanto, estes peixes, considerados
maduros, muitas vezes podem nao estar no
apice da producao espermatogénica. No
Brasil, foram realizadas coletas periédicas de
sémen da Cyprinus carpio, durante 71 dias,
sendo obtida uma regressdo cubica entre os
parametros volume de sémen e dia de coleta
(P<0,01)". Em outro estudo®, também
envolvendo a C. carpio, foi observado que o
volume de sémen aumenta até o 48° dia na
estacdo reprodutiva, declinando em seguida.

O valor médio de concentragio
espermatica (tabela 1), obtido no sémen dos
peixes hipofisados, de 24,38 x 10°
espermatozoéides/mL, foi muito préximo
ao da concentracio de 24,76 x 10°
espermatozéides/mL, verificado em
piabanhas nao hipofisadas pesquisadas por
outros autores.*

O espermatdcrito, por outro lado,
apresentou coeficiente de variagao (C.V. =
32%) relativamente alto (Tabela 1). A

Tabela 1 - Dados individuais, médias (X), desvios-padrao (S), coeficientes de variacao (C.V.), e intervalos de
confianca (1.C. - P<0,05) da biometria (peso e comprimento-padrao), da concentracao espermdtica e
do espermatocrito do sémen do Brycon insignis (piabanha) hipofisado, Estacao Experimental do Projeto
Piabanha, Itaocara — R) — outubro de 2002 — fevereiro de 2003

Parametro X s CV. (%) 1.C. (P<0,05)
Peso (g) 229 26,36 11,51 -
Comprimento-padrdo (cm) 25,7 1.47 5,73 -
Concentragfo espermatica (x10°

sptz*/mL) 24,38 3,84 15,74 22,92 -25.84
Espermatécrito (%) 16,14 5.2 32,23 14,16 - 18,12

* sptz = espermatozoides.
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explicacdo para este coeficiente de variagao
talvez seja a presenca de algumas células da
linhagem germinativa que nao os
espermatozobides, como por exemplo
espermatides. Embora niao tenham sido
quantificadas, as espermatides puderam ser
observadas ao microscopio quando da
contagem em camara de Neubauer. Na
determina¢iao microscopica da concentragao
foram contados exclusivamente dos
espermatozoides, enquanto que o0
espermatocrito é medido em func¢io do
volume proporcional das fragdes
precipitadas na centrifugacao. Este fato tem
especial importancia quando se considera que
as espermatides tém volume
significativamente maior e sua presenga
poderia alterar bastante o espermatdcrito.

No que se refere a relacio entre
concentracao espermatica e espermatocrito,
a figura 1 mostra que os dois parametros se
relacionam intimamente. Percebe-se que, de
forma geral, quanto maior a concentra¢ao
espermatica, maior o espermatoctito.

A partir dos valores de concentragiao
espermatica e espermatocrito foi obtida a
seguinte equagao de regressio:

Y= 14,01.10° + 0,6428.10°.X

Onde:

Y= Concentracio estimada
(sptz/mL)

X = Espermatocrito (o)

A regressao foi significativa (P<0,01)
e mostrou alto coeficiente de determinacao
(R> = 75%), o que evidencia a relagio entre
os dois parimetros. i possivel, portanto,
estimar a concentragdo espermatica a partir
da obtencido do espermatocrito.

Este resultado encontrado corrobora
outras pesquisas'’, que verificaram a
possibilidade da estimativa da concentragiao
a partir do espermatocrito de truta arco-iris
Oncorhynchus mykiss, sendo o coeficiente de
determinacio obtido (R*=95,5%) superior
ao verificado neste experimento (R* = 75%).
No Brasil, também foi possivel estabelecer
a correlacao para a espécie Prochilodus scrofa,
cuja equacdo de regressdo apresentou R* =
95%."

Embora o coeficiente de determinacao
obtido no presente trabalho tenha sido
inferior ao verificado nas espécies
anteriormente citadas, o valor corrobora ao
verificado em outro trabalho® com O. zzykiss,
em que foi obtido R* = 0,75.

Por outro lado, no turbot Scophbthalmus

35,0
Y =14,01+ 06428 X
R? = 75% .
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Figura 1 - Concentracido espermdtica e espermatécrito obtidos a partir da piabanha Brycon insignis hipofisada

(n=29)
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maximus, nao foi obtida correlacao significativa
entre 0s parametros concentragao espermatica
e espermatécrito.”” Provavelmente, isto se
deveu ao fato de que espermatides sao
freqlientemente observadas em amostras
seminais da espécie ao inicio do periodo de
espermiacdo. Embora a presenca de
espermatides tenha sido observada no
presente estudo, a quantidade mostrou-se
reduzida, j4 que a maioria dos peixes
utilizados encontrava-se em meio a estagdao
reprodutiva, sendo, inclusive, verificadas
fémeas no estadio de maturacao avancada.

Nenhuma das demais correlacoes
testadas, entre peso X concentragao, peso x
espermatocrito, comprimento-padriao x
concentragdo e comprimento-padrio x
espermatocrito, foi significativa (P>0,05).
Este resultado corrobora outros dois
experimentos, que nao verificaram influéncia
do peso dos peixes sobre a concentragdo
espermatica do turbot Scophthalpius maxinmns®
e da truta Oncorhynchus mykiss'*. Cabe ressaltar
que, neste trabalho, os peixes apresentaram
portes semelhantes, haja visto, os baixos
coeficientes de variagdao observados no peso,
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de 11,5%; e no comprimento-padrao, de 5,7%.
Conclusodes

A concentracdo espermatica da
piabanha (média = 24,38 x 10°
espermatozdides/mlL) apresenta baixa
variacdo entre individuos (CV = 15,7%),
enquanto que o espermatocrito (média =
16,14%) é mais variavel (CV = 32,2%).

A equagio de regressao: Y= 14,01.10°
+ 0,6428.10° X revelou-se significativa
(P<0,01; R*=75,9%), sendo possivel, a pattir
do espermatécrito (X), em %, estimar a

concentracdo espermatica (Y), em
espermatozéides/mL, do sémen de
piabanha.

O peso, na faixa de 184g a 297g, e o
comprimento-padrio, na faixa de 22cm a
28cm, da piabanha nao tém influéncia sobre
a concentragao espermatica ou sobre o
espermatoctrito.
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Use of spermatocrit to estimate sperm concentration of semen from

piabanha (Brycon insignis)

Abstract

The aim of this work was to determine the viability of spermatocrit
use in Piabanha’s sperm concentration estimation. Gametogenesis

Key words:

Sperm concentration.
Espermatocrit. Seminal
analysis. Piabanha.

of piabanha Brycon insignis (n=29) was induced with crude pituitary
extract of carp and semen was further collected. The spermatocrit was
determined using cappilar tube micro-centrifuge. The sperm
concentration was verified by counting in “Neubauer chamber”, after
dilution. The verified sperm concentration (meantstandard deviation)
was 24,38+3,84x10” spermatozoa/mL, and the spermatocrit was
16,14£5,20 %. The regression model: v = 14,01.10° + 0,6428.10°.X
was significant (P<0,01) and presented adjusted R* = 0,75. Thus, the
estimation of sperm concentration using the spermatocrit is possible.
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